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Resumen	  
El proyecto consiste en introducir la ruta de producción de Coenzima M en un organismo modelo 
como es la levadura Saccharomyces cerevisiae. La Coenzima M es un metabolito esencial en la 
producción de metano en los organismos metanogénicos. Mediante análisis de optimización de 
codones para la expresión en S. cerevisiae, se han diseñado los genes comA y comB (que codifican 
para los dos primeros enzimas de la ruta biosintética de Coenzima M) partiendo de las secuencias 
respectivas en la bacteria Bacillus subtilis. En paralelo, es necesario fabricar 4 vectores de clonación 
con un promotor regulable funcional en la levadura y con marcadores de selección distintos entre sí, 
de los cuales en este trabajo se han construido dos. Estos vectores son integrativos para no tener 
problemas con la pérdida de plásmido, y son portadores del promotor tetO regulable por tetraciclina, 
bajo el control del cual se coloca el gen respectivo. El objetivo final es que en cada vector se exprese 
en levadura cada uno de los 4 genes de la ruta, habiéndose clonado en este trabajo el gen comA y 
comB y habiéndose comprobado también la expresión del mismo en la levadura mediante Northern 
blot.  El proyecto se engloba en el marco de poder eliminar la producción de metano que realizan 
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Introducción	  
	  
La producción de metano a través de fermentaciones entéricas es un motivo de preocupación 
alrededor de todo el mundo, debido a su contribución a la acumulación de gases que producen 
efecto invernadero en la atmósfera, así como a la pérdida de energía por parte del animal. El 
metano se produce en el rumen y en el intestino de los animales, por un grupo de Arqueas 
conocidas colectivamente como metanógenas, que pertenecen al phylum Euryarcheota. Entre el 
ganado, la producción de metano es mayor en los rumiantes, ya que los metanógenos son 
capaces de producir libremente metano durante la digestión (Beauchemin et al., 2009). Muchas 
investigaciones han sido dirigidas hacia estrategias que permitan la eliminación del metano. Sin 
embargo estas a menudo están limitadas por la dieta, las condiciones de manejo, el estado 
fisiológico y el uso de los animales, así como las regulaciones del gobierno, lo que resulta en 
dificultades para aplicar una medida única para solucionar el problema (Hook et al., 2010). 
	  
Metano como gas de efecto invernadero 
	  
Los gases de efecto invernadero como el dióxido de carbón, el metano, el oxido nitroso y el 
ozono contribuyen al cambio climático y al calentamiento global debido a su absorción de la 
radiación infrarroja en la atmósfera (Lashof y Ahuja, 1990). El metano está clasificado como un 
gas traza y se estima que tiene una concentración global de 1774 ± 1.8 partes por billón (ppb), 
con un incremento total de 11 ppb desde 1998. El metano es especialmente un potente gas 
debido a su poder de calentamiento global, 25 veces mayor que el del dióxido de carbono, y 
debido a su vida atmosférica de alrededor de 12 años. El metano también es capaz de 
incrementar el ozono en la región troposférica de la atmósfera, que es donde se produce el 
efecto invernadero, e incrementar el vapor de agua estratosférico (Hook et al., 2010).  
 
Globalmente, entre el 50-60% de las emisiones de metano se producen en el sector agrícola, 
especialmente en la ganadería; la principal fuente de metano proviene de los rumiantes. Los 
rumiantes, como las vacas, las ovejas y las cabras, producen unas 86 millones de toneladas 
métricas (Tg) de metano al año, de las cuales 55.9 Tg provienen del ganado vacuno (Ellis et al., 
2007). 
 
Los rumiantes producen el metano en su rumen, debido a la fermentación normal de los piensos. 
Como el metano es expulsado a la atmósfera, los rumiantes sufren una pérdida de energía de 
entre el 2-12%, dependiendo de la dieta (Johnson y Ward, 1996). 
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Coenzima M 
 
Hace alrededor de 40 años, el laboratorio de Ralph Wolfe determinó que la Coenzima M (CoM) 
es un cofactor central en la metanogénesis, sirviendo como un transportador de C1 (Taylor y 
Wolfe, 1974). Usando una combinación de resonancia magnética nuclear 1H y espectroscopia de 
infrarrojos, Taylor y Wolfe determinaron la estructura de la CoM, que es 2-
mercaptoetanesulfonato. La CoM se encuentra en todos los metanógenos y está implicada en 
los últimos pasos de la formación del metano, actuando como aceptor de grupos metil de la 
metilcobalamina para formar metilcoenzima M, produciéndose seguidamente una desmetilación 
reductiva, que da lugar a metano (Taylor y Wolfe, 1974). Mientras que la mayoría de arqueas 
metanogénicas pueden sintetizar CoM, algunas de ellas, como Methanobrevibacter ruminantium, 
requieren de CoM sintetizada por otros metanógenos para poder crecer. Varios estudios de 
marcaje radiactivo han revelado que la CoM se transloca activamente a través de la membrana 
en M. ruminantium, en un proceso que es inhibido por sustratos análogos, incluyendo el potente 
inhibidor de la metanogénesis bromoetanesulfonato (Krishnakumar et al., 2008). 
 
Estudios con tejidos eucariotas y extractos de células de una amplia variedad de procariotas 
sugirieron a finales de los 70s que la CoM era específica de la metanogénesis. Durante los 
siguientes 30 años, el paradigma de la CoM, entendida solamente como un cofactor en la 
metanogénesis, continuó, hasta que fue descubierto que este pequeño cofactor orgánico juega 
un rol en el metabolismo microbiano de los alquenos (Balch y Wolfe, 1979).  
 
La CoM (2-mercaptoetanesulfonato) es uno de los varios cofactores atípicos descubiertos en las 
arqueas metanogénicas que son esenciales para la reducción biológica del dióxido de carbono a 
metano. La CoM fue por primera vez aislada y caracterizada por McBride y Wolfe a principio de 
los 70s y fue caracterizada como un grupo transportador en la metanogénesis (Taylor y Wolfe, 
1974). La CoM, el menor de los cofactores orgánicos conocido, es también el único cofactor 
conocido que contiene un grupo funcional de ácido sulfónico. El radical de ácido sulfónico en la 
CoM está separado del grupo tiol reactivo por un grupo etil  (ver Figura 1) (Balch y Wolfe, 1979) 
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Figura 1. Estructura de la Coenzima M. Formada por un radical de ácido sulfónico y un grupo tiol, separados 
por un grupo etil. 
 
Biosíntesis de la CoM 
 
Las enzimas necesarias para la biosíntesis de la CoM fueron identificadas originalmente 
basándose en patrones de marcaje isotópico de la misma, purificada a partir de tres 
metanógenos diferentes creciendo con acetato, ácido sulfoláctico, o sulfito marcados, y por el 
examen de la actividad catalítica en extractos celulares. Además, experimentos con marcaje 
radioactivo identificaron la cisteína como una fuente del grupo tiol en la transformación 
enzimática del sulfoacetoaldehído en la CoM, el paso final de la biosíntesis de la CoM. Hasta la 
fecha, cuatro enzimas clave en la biosíntesis de la CoM han sido identificadas y caracterizadas 
in vitro (White, 1988).  
 
 
ComA condensa el sulfito con PEP, ComB hidroliza el fosfosulfolactato, ComC oxida el (R) –
sulfolactato y ComDE descarboxila el sulfopiruvato para formar sulfoacetoaldehído (ver Figura 
2). Los genes fueron identificados por su proximidad en el cromosoma y por su  distribución 
filogenética (presentes todos en la mayoría de los genomas de metanógenos, y presentes 
ComABC en Bacillus subtillis, que produce sulfolactato). 
 




M! en! un! organismo! modelo! como! es! Saccharomyces+ cerevisiae.! Durante! la!
metanogénesis! la! Coenzima! M! se! metila! y! es! reducida! por! MeCoM+ reductase! para!
producir! metano.! Para! el! objetivo! anterior! se! han! de! utilizar! distintos! genes!
provenientes!de!arqueas!y!bacterias,!que!en!su!conjunto!completen!la!vía!de!síntesis!de!




son! la! leucina,! el! triptófano,! el! uracilo! y! la! histidina).! Estos! vectores! son! integrativos!
(esto!es,!incorporables!a!los!cromosomas!del!hospedador)!para!no!tener!problemas!con!
la! pérdida! de! plásmido.! Una! vez! obtenidos! estos! vectores! iniciales,! y! comprobada! la!













Figura 2. Ruta de biosíntesis de la coenzima M a partir de Muramatsu et al. (2005). 
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La primera enzima de la ruta biosíntetica de CoM, la fosfoenolpiruvato sulfonotransferasa 
(ComA), es una de las primeras enzimas identificadas que forman sulfonatos. ComA no tiene 
similitud de secuencia con otras enzimas previamente caracterizadas implicadas en la 
biosíntesis de sulfolípidos como la UDP-glucosa sulfonotransferasa (SQD1).  
 
La fosfosulfolactato fosfatasa (ComB) es una fosfatasa ácida dependiente de Mg2+ que hidroliza 
una variedad de ácidos L-2-fosfocarboxílicos. Curiosamente, hidroliza específicamente solo (S)-
2-fosfolactato, pero hidroliza los dos esteroisómeros de 2-fosfosulfolactato y 2- fosfomalato, 
presumiblemente uniéndose a los enantiómeros en orientaciones opuestas. ComB no tiene 
similitud con secuencias previamente caracterizadas para fosfatasas. 
 
La (R)-sulfolactato deshidrogenasa (ComC) fue la primera enzima de la ruta identificada, 
basándose en la suposición de que la enzima tenía que ser similar a deshidrogenasas 2-
hidroxiacidas NAD(P)-dependientes, previamente identificadas. ComC es homóloga a la 
ureidoglicolato deshidrogenasa de E.coli. Es una oxidorreductasa de amplia especificidad, capaz 
de oxidar varios ácidos L-2-hydroxicarboxílicos, incluyendo (R)-sulfolactato, (S)-malato, (S)-
lactato y (S)-2-hidroxiglutarato. 
 
La reacción catalizada por la  sulfopiruvato descarbolixasa (ComDE) es análoga a la 
descarboxilación del fosfonopiruvato descrita en Streptomyces spp. Varias especies de 
Streptomyces producen productos naturales del fosfonato que son biosintetizados a partir del 
PEP usando fosfomutasas y fosfonopiruvato descarboxilasas. Entre estos productos están la 
fosfomicina, los bialafos y tripéptidos de fosfinotricina. El genoma de M. jannaschii contiene un 
homólogo de esta descarboxilasa tiamina fosfato-dependiente, expresada en dos subunidades. 
Las dos subunidades forman un α6β6 heterododecámero que es estabilizado por fosfato e 
inactivado por la exposición a oxígeno. Juntas, las dos subunidades de ComDE son homólogas 
a la fosfonopiruvato descarboxilasa hallada y caracterizada previamente en Streptomyces spp. 
 
No se han encontrado todavía enzimas capaces de catalizar el último paso en la ruta biosíntetica 
de la CoM, la transformación de un aldehído en un tiol. En la presencia de sulfuros, ditionito y 




	   8	  
 
Objetivos del trabajo 
 
El objetivo último de este estudio es producir la CoM en Saccharomyces cerevisiae, como una 
vía para llegar a producir metano en la levadura, teniendo así un organismo modelo fácil de 
cultivar y modificar para posteriores investigaciones.  
 
Para ello se introducirán secuencialmente los genes de la ruta biosintética de la CoM (en este 
estudio solo se llega a introducir el primero, comA). 




Se utilizó la cepa salvaje de S. cerevisiae W303-1A con el siguiente genotipo: MATa ade2-1 trp1-
1 leu2-3,2-111 his3-11,75 ura3-52. La cepa MML1779 se obtuvo a partir de W303-1A por 
integración homóloga del plásmido pMM1084, en el locus URA3 mutado del cromosoma. 
Previamente a la integración el DNA del plásmido fue linealizado en el sitio único e interno 
EcoRV dentro del marcador URA3. Las integraciones y estabilidad del material integrado se 
comprobaron mediante un análisis por Northern Blot de la expresión del gen comA presente en 
el plásmido. 
 
Se utilizo la cepa de Escherichia coli DH5α como huésped bacteriano para los plásmidos, donde 
se pueden almacenar y amplificar. Las bacterias se transformaron siguiendo el método del 
cloruro de calcio (ver más abajo).  
 
Crecimiento y condiciones de transformación 
 
Se utilizó medio sintético completo (SC medium), basado en suplementos de bases nitrogenadas 
de levadura, con una fuente de carbono (generalmente glucosa) y las auxotrofías requeridas 
para la selección de las células de levadura a 30ºC. Alternativamente, se usó medio complejo  
YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa) para el crecimiento de las células de 
levadura sin selección (Sherman, 2002). Para medir la expresión del gen a partir del promotor 
regulable por tetraciclina, las células se dejaron crecer toda la noche sin la presencia de uracilo, 
y después fueron diluidas en medio fresco y crecidas exponencialmente por lo menos durante 
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ocho generaciones (mediante la dilución del cultivo en medio fresco, si se requería) (Castells-
Roca et al., 2011) . 
 
Los suplementos requeridos (adenina, histidina, triptófano y leucina) se añadieron a una 
concentración del 1%, a partir de una solución stock 100x. Las células de levadura fueron 
transformadas usando el método del acetato de litio (Gietz et al., 1992). 
 
Para las bacterias se utilizo medio LB (Ausubel et al., 1989) a 37ºC. En algunas ocasiones fue 
necesario el uso del antibiótico ampicilina en una concentración de 25 µg/mL, partiendo de una 
solución stock de 100 mg/mL, para seleccionarlas. Las células bacterianas fueron transformadas 
siguiendo el método estándar del choque térmico en presencia de cloruro de calcio (Ausubel et 
al., 1989). 
 
Manipulaciones y análisis del DNA 
 
Las manipulaciones estándar del DNA fueron llevadas a cabo de acuerdo con los métodos 
descritos en Ausubel et al. (1989).  
 
Los análisis mediante Northern blot se realizaron con sondas marcadas con digoxigenina 
siguiendo el método especificado por Bellí et al. (1998). La hibridación y la detección de señal se 
realizó con un equipo ChemiDoc™ Imaging System (BioRad). La sonda del gen se generó por 
PCR utilizando el gen ya amplificado por PCR, mediante oligonucleótidos separados por 
aproximadamente 300 pb.  
 
Análisis de la expresión génica por Northern blot 
 
Obtención de las muestras: 
 
Inicialmente se precultivaba la cepa de interés como se explica más abajo. Seguidamente se 
procedía a centrifugar las células a 3000 x g durante 5 minutos y se lavaban con agua MilliQ a 
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Soluciones y materiales: 
 
• Anti-Digoxigenina-AP Fab fragments (Roche): fragmentos Fab conjugados con 
fosfatasa alcalina. 
• B1: 25 mL de una solución de Tris-HCl 2 M, pH 8,0; 25 mL de una solución de NaCl 2,5 
M; agua hasta 500 mL. Esterilizado en la autoclave. 
• B2: 0,5 g de Blocking Reagent (Roche), 100 mL de B1. Esterilizado en la autoclave. 
• B3: 0,5 mL de dietanolamina (Applied Biosystems), 40 µL de HCl 37%, agua hasta 50 
mL. 
• CDP-Star ™ (Roche): substrato de la fosfatasa alcalina, la fosforilación del cuál da lugar 
a la formación de un compuesto quimioluminiscente.  
• FC: fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 25:24:1 con 0,1% de 8-hidroxiquinolina y 
saturado con TE. 
• Fenol ácido: fenol:agua 3,75:2 (Invitrogen). 
• MagicHyb: 25 mL de una solución de Na2HPO4 1 M, pH 7,2; 1 mL de una solución de 
EDTA 0,5 M, pH 8,0, 20 g de SDS; 0,5 g de Blocking Reagent (Roche); agua hasta 100 
mL. Conservar a 4ºC. 
• Membrana de Nylon (Roche). 
• NaOAc: acetato de sodio 3 M, pH 5,2. Esterilizado en la autoclave. 
• NaOH 0,1 M y Tris-HCl 0,1 M: para transferir el RNA a la membrana de Nylon. 
• 10xNBC: ácido bórico 0,5M, citrato de sodio 10 mM, NaOH 50 mM,  pH 7,5. Después de 
preparar esta solución se añade dietil pirocarbonato 1%, se mezcla por inversión y se 
esteriliza en la autoclave. 
• Tampón de carga 10x: Ficoll 15%, EDTA disódico 0,1 M, pH 8,0, azul de bromofenol 
0,25%. 
• TE: Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0. Esterilizar en la autoclave. 
• TES: Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM, pH 8,0; SDS 0,05%. Esterilizar en la 
autoclave. 
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Extracción del RNA total (modificado a partir de Chomczynski y Sacchi, 1986): 
 
1. Se resuspenden las células en 25 µL de TE y después se le añaden 25 µL de fenol 
ácido. 
2. Se incuba la mezcla a 65ºC durante 2 min y después se añade un volumen igual de 
perlas de vidrio (450-600 µm, Sigma). 
3. Las células se lisan agitando la mezcla con el vórtex a velocidad máxima durante 7 min. 
4. Se añaden 600 µL de TES y 600 µL de fenol ácido, y después se agita con el vórtex a 
velocidad máxima durante 30 s. 
5. Se vuelve a incubar la muestra a 65ºC durante 15 min y se realiza un última agitación 
con el vórtex a velocidad máxima durante 30 s. Seguidamente se incuba la muestra en 
hielo durante 5 min. 
6. La mezcla se centrifuga a 13200 x g durante 5 min a 4ºC, después se recoge todo el 
sobrenadante, y se coloca en un tubo nuevo, añadiendo 500 µL de FC. 
7. Se agita con el vórtex a velocidad máxima durante 30 s y después se centrifuga a 13200 
x g durante 5 min a 4ºC. 
8. Se recoge el sobrenadante en un tubo nuevo y se añaden 40 µL de NaOAc y 1 mL de 
etanol 100%. 
9. La mezcla del tubo se incuba a -20ºC durante 1-2h para que el RNA precipite. Después 
se centrifuga a 13200 x g a 4ºC durante 5 min. 
10. Se limpia el precipitado con etanol al 70% sin resuspenderlo. Se retira el sobrenadante y 
se deja secar en el Concetrato plus (Eppendorf) hasta que el precipitado esté seco. 
11. Se resuspende el RNA en 50 µL de agua MilliQ. 
12. Se valore el RNA total extraído realizando una dilución 1:100 en agua MilliQ y se mide la 
densidad óptica de la dilución a 260 nm. Se calcula la concentración considerando que 1 
unidad de densidad óptica (260 nm) corresponde a 40 µg/µL de RNA. El ratio [densidad 
óptica (260 nm)/ densidad óptica (280 nm)] no debe ser mayor de 2, ni menor de 1,5 si el 
RNA obtenido es puro. 
13. Se corre un gel de electroforesis de formaldehido-agarosa. 
14. La membrana de Nylon se sumerge en agua MilliQ durante 5 min. 
15. Se coloca la membrana y encima el gel en el equipo de vacío VacuBlot siguiendo las 
instrucciones del fabricante (equipo para transferencia de RNA acoplado a la bomba de 
vacío, LKB VacuGen X de Pharmacia). 
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16. Se acopla al equipo la boba de vacío y se ajusta a una presión de 50 mBar. 
17. Mediante una serie de diluciones secuenciales aplicadas sobre el gel, se realiza la 
transferencia. 
18.  Después se pone la membrana en una bandeja y se le aplica radiación UV (12000 
µJ/cm2 ) para que el RNA quede fijado a la membrana. 
19. Usando un transiluminador UV convencional se verifica la transferencia y la posición de 
los RNA. 
20. Se limpia la membrana para eliminar el tampón de carga y el formaldehído con WB a 
65ºC durante 15 min. 
21. Se incuba la membrana con MagiHyb durante una hora a 65ºC en rotación. 
22. Se desnaturaliza la sonda con TE y a 90ºC durante 5 min. 
23. Se añade la sonda al tubo de hibridación y se incuba a 65ºC durante 16 horas en 
rotación. 
24. Para retirar el exceso de sonda se lava con WB. 
25. Seguidamente se limpia la membrana y se bloquea usando las soluciones B1 y B2 
respectivamente. 
26. Se añade el anticuerpo y se deja incubar. 
27. Se retira el exceso de anticuerpo con lavados con solución B1. 
28. Se incuba la membrana con B3 y seguidamente con CDP-Star. 
29.  Para captar la quimioluminiscencia se utiliza el equipo ChemiDocTM MP Imaging System 
(Bio-Rad). 
 
Síntesis de sondas de DNA marcadas con Dioxigenina-dUDP (DIG-dUDP): 
La síntesis de sondas para la detección de mRNA se llevó a cabo utilizando el kit “DIG DNA 
Labeling Mix, 10x concentration” (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante. Como molde 
de síntesis de la sonda se ha empleado el gen de interés (comA) amplificado previamente por 
PCR. La calidad de la sonda ha sido comprobada mediante Dot-blot. Esta técnica consite en la 
fijación de diluciones seriadas 1:10 de la sonda a analizar en la membrana de Nylon, a través del 
equipo Stratalinker 1800 (Stratagen) y aplicando luz ultravioleta (12000 µJ/cm2). Después, se 
procedió a su detección por quimioluminiscencia (ver explicación posterior) y se comparaba la 
intensidad de la marca resultante con la de otra sonda previamente utilizada, para ver la calidad 
de la primera, y así poder estimar la cantidad a emplear. 
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Construcción de los plásmidos que contienen el promotor tetO2 
 
La estructura básica del casette que contiene el promotor tetO se muestra en la figura 4 (Garí et 
al., 1997).  
	  
Figura 3. Representación esquemática de las construcciones con promotores tetO. 
En primer lugar, se extrajo el plásmido pCM188 que contiene el promotor tetO2 (Garí et al., 
1997), junto con los plásmidos integrativos YIplac 128 (marcador LEU2), YIplac 204 (marcador  
TRP1), YIplac 211(marcador URA3) (Gietz y Sugino, 1988) y pRS403 (marcador HIS3) (Sikorski 
y Hieter, 1989), siguiendo el método de NucleoSpin Plasmid QuickPure. La extracción de los 
plásmidos se comprobó utilizando geles de agarosa al 0.8% 
 
Una vez extraídos, los plásmidos fueron cortados y se purificó el fragmento que contenía el 
promotor utilizando las enzimas de restricción EcoRI y HindIII (Takara), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Los fragmentos de DNA fueron aislados a partir de geles de agarosa 
usando columnas Qiaex (QIAgen) (ver Figura 4). 
digoxigenin-labeled 1·2-kb PstI-NcoI CLN1 inter-
nal fragment (Hadwiger et al., 1989) was employed
as a probe to study CLN1 expression by Northern
blot analysis (to be described elsewhere). Polymer-
ase chain reaction (PCR)-based site-directed muta-
genesis was performed as described by Weiner and
Costa (1995).
Construction of plasmids h rboring the tetO
promoter
The basic structure of the cassette harboring the
tetO promoter is shown in Figure 1A. Final plas-
mids are summarized in Table 1.
The initial parts of the cassette were assembled
in the multiple cloning site (MCS) region of
YCplac22 (Gietz and Sugino, 1988) to construct
plasmid pCM145. The original tetO promoter is
a 300 bp EcoRI-SmaI fragment from pUHC13–3
containing seven tetO boxes (Gossen and Bujard,
1992). Downstream of the tetO promoter, a
150 bp NdeI-SacI fragment from pEMBLyex4
(Cesareni and Murray, 1987) containing the
TATA and leader region of the S. cerevisiae
CYC1 gene was cloned in the SmaI site. The E.
coli lacZ gene flanked by BamHI restriction sites
was obtained by PCR using primers 5*GTAC
GGATCCATGACCATGATTACGGATT3* and
5*GTACGGATCCTTATTATTTTTGACACCA
GAC3* (BamHI sites underlined) and plasmid
pRS551 (Simons et al., 1987) as template. The
resulting 3·1-kb fragment was cloned in the
BamHI site of the MCS, and then th BamHI site
downstream from lacZ was inactivated by
filling-in 5* extensions with Klenow enzyme.
The termination region of CYC1 was obtained
as a 260 bp PstI-HindIII fragment by PCR,
using primers 5*GATCCTGCAGGAGGGCCG
CATCATGT3* (PstI site underlined) and 5*G
ATCAGAAGCTTGGCCGCAAATTAAAGCC3*
(HindIII site underlined) and pYES2 plasmid
DNA (Invitrogene) as template.
Plasmid derived from pCM145 with diVerent
numbers of tetO boxes in the promoter, either one
(pCM140) or two (pCM142), were constructed
with a DNA linker that included one tetO box (see
Figure 1B). The 300 bp XhoI-SphI fragment from
pCM145 was substituted by the linker (pCM140).
Sequence of the linker, with a new XhoI restriction
site upstream of the SphI restriction site, allowed
addition of another box (pCM142).
Figure 1. Schematic representation of the tetO promoter constructions. (A) Components of the
regulatory region (not drawn to scale; see text for details). ADH1t, ADH1 ter inator region; tetO2
and tetO7, promoter region formed respectively by two or seven tetO units in tandem (each tetO
unit corresponds to the palindromic sequence TCCCTATCAGTGATAGAGA); CYC1 TATA,
TATA box from CYC1; CYC1t, CYC1 terminator region. Restriction sites: B, BamHI; E, EcoRI;
H, HindIII; P, PstI; S, SphI; X, XhoI. X* denotes an inactivated XhoI site. (B) DNA sequences
used in the construction of the tetO regulatory region (see Materials and Methods). Arrows
underline the palindromic tetO unit interacting with each tetR repressor molecule. Discontinuous
line in the tetO unit DNA linker denotes the incomplete Xh I site used for subcloning. MCS,
multiple cloning site region in the final vector constructions. Restriction sites in bold letters are
unique in all the cloning vectors constructed in this work. Other sites in the MCS are unique in
plasmids carrying the TRP1 marker.
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Figura 4. Purificación de un fragmento EcoRI-HindIII a partir del plásmido pCM188. Carril 1: estándares de 
tamaño molecular. Carril 2: plásmido pCM188 entero. Carril 3: pCM188 cortado únicamente con EcoRI. Carril 
4: pCM188 cortado con EcoRI-HIndIII formando dos bandas, de las cuales la inferior contiene el promotor 
tetO2. 
Mientras que el resto de los plásmidos simplemente fueron cortados para poder introducir a 
posteriori el promotor, los de la serie YIplac fueron cortados con EcoRI y HindIII en dos pasos, y 
el pRS403 fue cortado con EcoRI primero y con EcoR53kI formando un extremo romo. Para este 
último plásmido fue necesario rellenar el extremo HindIII del inserto (tetO2) mediante Klenow 
(este plásmido está en fase de construcción y se completará durante la continuación de este 
trabajo). Todos los cortes se realizaron con los tampones correspondientes suministrados por el 
proveedor (Takara), a 37ºC durante 2-4 h. 
 
Una vez cortados todos los plásmidos, se procedió a introducir el inserto (conteniendo el 
promotor tetO2) dentro de ellos, para lo cual se uso la enzima T4 DNA ligasa (Roche), toda la 
noche a 14ºC.  
 
Para la construcción completa del plásmido fue necesaria la inserción del gen comA para lo cuál 
se cortó el plásmido YIplac 211 mediante una doble digestión BamHI-PstI. Seguidamente se ligó 
el vector con el fragmento conteniendo el gen mediante la técnica utilizada anteriormente, el 
vector resultante se comprobó por digestión (ver figura 5). 
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